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論 文 内 容 要 旨
近年,モ ノクローナル抗体(MoAb)作 製技術の確立により,細 胞の免疫学的及び生化学的解
析が大 きな発展をとげた。また今日では,MoAbは 病気の診断,病 態 の解析,治 療等の医学 ・
薬学的見地からも非常に重要な位置を占めるにいたっている。一方,糖 鎖は生体内において糖脂
質,あ るいは糖 タンパク質として非常に多 く存在することが知 られているが,最 近になって,細
胞の接着 ・分化 ・増殖等の基本的生命現象 と深 く関わっているような機能性分子であることが明
らかとなってきた。本研究では糖鎖発現 とその機能解析,癌 性の発現変化 とその機作の解析を目
的として,種 々の抗糖鎖MoAbを 用い,糖 鎖分子の発現または発現変化の解析,糖 鎖構造 の解
析を行 った。さらには,癌 に特異的(選 択的)に 発現 している糖鎖(ガ ングリオシド)を ターゲッ
トとした癌治療への応用を目的として,MoAb単 独の抗腫瘍効果,抗 癌剤のキャリアーとして
の有用性あるいは工重特異性をもっ人工抗体としての有用性,及 びMoAbの 細胞内移行に関 し
て基礎的検討を行った。
ヒト末梢血T細 胞亜群におけるシアリルルイスX糖 鎖の発現解析
炎症局所に好中球が浸潤する際,好 中球の糖鎖(シ アリルルイスX,sLeX)と 血管内皮細胞
の接着分子セレクチン(ELAM-1)と の結合が重要な第一ステップであることが明 らかとなり,
注目されている。本章では,一 部のT細 胞が慢性炎症等の局所に遊走す ることに着 目し,好 中
球 と同じ細胞接着機構が 丁細胞において も機能 している可能性を調べる目的で,丁 細胞亜群にお
けるsLexの 発現および機能にっいて検討 した。抗sLexMoAb・KM93を 用い,癌 関連糖鎖 とし
て報告されているsLeX抗 原がヒト好中球のみならず,ヒ ト末梢血CD4+,CD8+丁 細胞亜群に も
発現 していることを明 らかにした。また,ナ チュラルキラー(NK)細 胞 と同様に,γ δ丁細胞
の多 くに発現 していることも明らかとなった。T細 胞上のsLeXは 種々のT細 胞刺激 によ り活性
化に伴 って発現の増強が認められた。sLexCD4+T細 胞 はCD4+CD45RO+の メモ リータイプの
丁細胞に多 く発現が認め られ,CD4+CD45RA+の ナイーブタイプのT細 胞 には発現 は少 なかっ
た。さらに,sLex+CD4+T細 胞 はT細 胞刺激 に対 し,CD4+CD45RO+メ モ リーT細 胞 と同様
に高い増殖性を示 した。これらの結果は,sLeX糖 鎖がメモリーT細 胞 に発現 して いることと共
に,sLeX発 現T細 胞が免疫反応において重要な役割を果た していることを示す ものである。
正 常 胃及 び 胃癌 細 胞 株 にお けるMoAb・KM93反 応性sLex糖 脂 質 の解 析
sLex糖 鎖 エ ピ トー プ を認 識 す る マ ウ スMoAb・KM93が 反応 す る糖 脂 質 を 正 常 胃粘 膜(3種
の ガ ング リオ シ ドH-1,H-2,H-3)及 び 胃癌 細 胞 株K:ATO皿(2種 の ガ ング リオ シ ドK:一1,K-2)
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よ り精 製 した 。 これ らの ガ ング リオ シ ドは薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(TLC)に お い て 近 接 した
移 動 度 を示 した 。KM93の 反 応 性 を,各 々sLex,sLex-i(sialyldimericLex)を 認 識 す る
MoAb・CSLEX-1,FH6の 反応 性 とTLC免 疫 染 色 に よ り比 較 し仁 と こ ろ,KM93はK-1と 最 も
強 く反応 し,K-2,H-1,H-2,H-3の いず れ に も反 応 した 。CSLEX-1はK-1,K-2にKM93よ り
弱 い反応 を示 し,H-1に わず か に反 応 した が,H-2,H-3に は全 く反 応 しな か っ た 。 ま た,FH6
はH-2,H-3に 反応 した が,K-1,K-2,H-1に は反 応 し な か っ た 。 こ の 様 にMoAbの 反 応 性 が
異 な った に もか か わ らず,1H-NMR分 析 に よ りK-1とH-2が 同 じ糖 鎖 構 造;NeuAcα2-3Gal
β1-4Fucα1-3GlcNAcβ1-4Glcβ1-1Cerで あ る こ とが 明 らか とな っ た 。H-3の1H-NMRス ペ ク
トラ ム はわ ず か な 構 造 の差 異 が あ る可 能 性 を 示 して い る もの の,基 本 的 に はK-1と 同 じ種 の 糖
鎖 か らな る と考 え られ る。 これ らの結 果 は,こ の3種 のMoAbの 反 応 性 の 違 い は認 識 す る糖 鎖
構 造 の差 異 だ けで は説 明 で きな い こ とを 示 して い る。抗 体 あ る い は糖 鎖 認 識 蛋 白 とsLeXの 相 互
作 用 はsLeXが 存 在 す る密 度 や,糖 鎖 が 結 合 して い る蛋 白 質 や脂 質 な どの分 子 に 影 響 さ れ る こ と
が示 唆 され る。
胃癌および正常胃粘膜におけるシアル酸含有糖脂質の解析
ヒト胃粘膜のガング リオシ ド画分を抗GM2MoAb・KM531を 用いて解析 を行 った。 この
MoAbに より胃癌4例 すべてにGM2の 発現が認められた。一方,胃 潰瘍8例 か らの正常胃粘膜
ガングリオシ ド画分にはGM2は 認められなかったが,KM531を 用いた免疫染色 により薄層プ
レート上GM2よ りも移動度の少ない3種 の糖脂質(NGM-1,一2,一3)が 認められた。これ らの
糖脂質は胃癌部では消失 してお り,胃 癌患者2例 の非胃癌部で検出された。また,小 腸 大腸で
はその発現が認められなか った。最 も主要 なNGM-1を 胃潰瘍患者由来 の正常胃粘膜 より抽出
し,1H-NMR,ネ ガティブイオンFAB-MS,GC-MS,エ キソグリコシダーゼ処理,加 水分解に
より構造解析 を行 った。 その結果,構 造 はGM2の 末端構造 と同 じ構造を含むGalNAcβ1→
4(NeuAcα2→3)Galβ1→4GlcNAcβ1→3Ga1β1→4Glcβ1→Cerで あることが明 らか となっ
た。 このエピトープはCad血 液型抗原 として認識 されるものであった。 この糖脂質の減少,
GM2の 増加は胃粘膜における癌化に関連 した変化であると考えられる。
抗ガングリオシドGD3モ ノクローナル抗体の作製と抗腫瘍効果の検討
ガングリオシドGD3は 神経外胚葉由来腫瘍の細胞表面に発現 しているガ ング リオシ ドの一っ
であり,癌 免疫療法のターゲット分子 として検討されてきた。我々は,精 製GD3と メラノーマ
細胞を免疫す ることによりマウスIgG3サ ブクラスの抗 ガング リオシ ドGD3モ ノクロ・一ナル抗
体(MoAb)の 作製を行 った。今回樹立 したMoAbの 一っ,KM641はEHSA法 により,11種
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のガングリオシドのうち,GD3に 強い反応性を示 し,GQlbに も若干反応 した。TLC免 疫染色
の結果,ほ とんどのメラノーマ細胞株にGD3,GD3ラ クトン体の高発現が認められたが,21種
のヒト正常組織では副腎及び膀胱にわずかに発現が認められただけであった。また,蛍 光抗体法
により,既 に樹立されている抗GD3MoAb・R24が 反応 しない細胞株を含む種々の腫瘍細胞株に
対 して結合することが明 らかとなった。KM641を 用 いてスキ ャッチャー ド解析を行 ったところ,
癌細胞株に対する高いアフィニテ ィーが認め られた(Kd=0.9×10-8M)。 さらに,K:M641は
GD3を 多 く発現 しているメラノーマ細胞に対 して,エ フェクター細胞,補 体存在下に`π 嘘ro
で強い抗腫瘍効果を発揮 した。一方,ヌ ー ドマウスに腫瘍を皮内移植 し,KM641を 静脈 内投与
したところ,GD3高 発現細胞株G361(1.9×107結 合部位/細胞)と 同様に低発現細胞株C24・22
(7.2×105結 合部位/細 胞)に おいても強い細胞増殖抑制効果が認められた。これ らの結果よ り,
GD3に 高いアフィニティーで結合するKM641は ヒト癌免疫療法において有用であることが示さ
れた。
抗ガング リオシ ドモノクローナル抗体を用いたア ドリアマイシン封入 リボソーム(CIL)の 細胞
障害活性
GM2,GD2ガ ングリオシ ドは神経外胚葉由来腫瘍の腫瘍抗原として解析がなされてきた。本
章では抗原特異的な薬物輸送系(DDS)へ の応用を目的として,種 々のマウス,ラ ッ トIgM抗
GM2,GD2MoAbを 作製 した。蛍光抗体法により,各 々のMoAbの 反応性を検討 したところ,
抗GM2MoAbは 神経芽細胞腫,白 血病細胞 に反応 し,抗GD2MoAbは 神経芽細胞腫及びメラノー
マに反応 を示 した。Na+/K+の 化学的イオ ン勾配を利用 しリボソームにア ドリアマイ シン
(ADM)を 高濃度封入 した後,リ ボソーム表面のマレイ ミド基 にこれらの抗 ガング リオシ ド
MoAbを 還元 して得られたIgMサ ブユニットを導入 しCILを 作製 した。 このCILは 平均86nm
の直径で,お よそ400分 子のADMを その単層構造に含有 し,約17分 子のIgMサ ブユニ ットを
表面に結合 していた。マウス抗GD2MoAbを 結合 したCILはGD2陽 性神経芽細胞腫IMR32に
対 しターゲティング能を有 していたが,IMR32細 胞を障害することはできなかった。 おそ らく
腫瘍細胞 に取 り込まれたADM量 が致死量以下だったためと考え られ る。一方,ラ ット抗
GM2MoAbを 結合 したCILは 抗原特異的に神経芽細胞腫IMR32,白 血病細胞TYHに 結合 した。
また,CILは 抗原特異的に細胞の3H-thymidineの 取 り込みを抑制 した。王MR32細 胞 はGM2,
GD2を およそ同程度発現 してお り,マ ウス抗GD2MoAb-CIL,ラ ット抗GM2MoAb-CILい ず








では電子顕微鏡 レベルでの免疫細胞化学の手法を用い,抗 糖鎖MoAbの 局在性 にっいて検討を
行 った。抗ガングリオシ ドGM3MoAb(マ ウスIgM)は37℃,30分 の反応により細胞質内ノ』胞
細胞膜のいずれにも存在が認められた。抗ガングリオシドGM2MoAb(マ ウスIgM),抗 ガング
リオシドGD2MoAb(マ ウスIgG3),抗 ガングリオシ ドGD3MoAb(マ ウスIgG3)は37℃,30
分処理後,ヒ ト肺小細胞癌,神 経芽細胞腫,メ ラノーマにおいてほとんど細胞表面に限定 してそ
の存在が認 められた。一方,抗sLeaMoAb(マ ウスIgG1)は 速やかに大腸癌細胞質内に移行が
認められた。抗 ガングリオシ ドGD3MoAb,抗sLeaMoAbを 町 標識 し,`π ひ`亡roにおける
MoAbの 挙動を検索 したところ,氷 冷下90分 の反応で細胞内放射活性と細胞膜放射活性の比は,
抗GD3MoAbで8/92,抗sLeaMoAbで31/69で あった。さらに,37℃,60分 培養 したところ,
抗GD3MoAbで は13/87,抗sLeαMoAbで は54/46と なった。 これ らの結果 より,抗 糖鎖
MoAbの 細胞への結合に引続き生 じる細胞内移行性の違いは抗原の性質による ものであること
が示唆された。抗ガングリオシドMoAbはCDC,ADCCに 有効であり,抗sLeaMoAbは 免疫毒
素複合体に適 していると考え られる。
抗CD3× 抗SialylLeaMoAb・KM231バ イ ス ペ シ フ ィ ッ ク抗体 の作 製 と抗 腫 瘍 免 疫 療 法 へ の 応
用
抗腫 瘍 エ フ ェ ク タ ー細 胞 を 腫瘍 細 胞 に特 異 的 に ター ゲ ッテ ィ ン グ させ る方 法 の 一 っ と して,
バ イス ペ シ フ ィ ック抗体(BSAb)が 用 い られ て い る 。我 々 は今 回,消 化 器 系 の 癌 に 発 現 さ れ る
sLeaに 対 す るMoAb・KM231と 抗CD3MoAb(OKT-3)を 用 い てBSAbを 作 製 し,そ の 癌 治 療
へ の応 用性 を 検 討 した 。OKT-3及 びKM231を そ れ ぞ れ ペ プ シ ン,活 性 化 パ パ イ ンで 処 理 す る こ
と に よ りF(ab')2画 分 を 得,さ らにDTT,DTNB処 理 に てFab'チ オ ー ル誘 導 体 を作 製 し た 。
これ らの両 モ ノ マー を 反 応 させ た 後,HiLoadsuperdex200で 分 離 精 製 し,BSAbを 得 た 。 この
BSAbはT細 胞 腫 瘍 細胞 の い ず れ に も反応 を示 した 。 ま た,∠ π 痂roでBSAbを 添 加 す る こ と
に よ り,固 相 化 抗CD3抗 体 とrlL-2で 誘 導 され た キ ラ ーT細 胞(CD4+T細 胞,CD8+T細 胞,
γδ+T細 胞)のsLea陽 性 腫 瘍 細 胞 へ の細 胞 障 害 活 性 が特 異 的 に著 し く増 強 さ れ た 。 一 方,
CD4+T細 胞 ク ロー ンにBSAbと タ ー ゲ ッ ト細 胞 を添加 す る こ とに よ りIL-2の 産 生 が 認 め られ た。
ま た,'π ひ`ひowinnassayに お いて もそ の抗 腫 瘍 効 果 が認 め られ,抗 腫 瘍 免 疫 療 法 へ の 有 用 性
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が示唆された。
以上示 したように本研究では,種 々の抗糖鎖MoAbを 用いた検討によ り,リ ンパ球,胃 粘膜
においてこれまで知 られていなかった糖鎖の発現,発 現変化があることを明らかにした。また,
糖鎖とタンパク質(MoAb)の 結合は糖鎖部分だけで規定 されないことも示唆された。さらに,
腫瘍関連糖鎖抗原をターゲットとした抗腫瘍MoAbと して様々な方法で応用で きる可能性 も示
された。今後,抗 糖鎖MoAbは さらに糖鎖の発現 ・機能 ・構造の解析,癌 治療の優れたッールと
して広 く応用されるものと考えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
モノクローナル抗体は特定の抗原決定基を選択的に認識するため多方面での応用が図 られてい
る。本研究においては,未 知の糖鎖抗原の発現とその機能解析並びに癌性変化 とその機序の解析
を目的として,種 々の抗糖鎖モノクローナル抗体を用いてT細 胞亜群にお けるシア リルルイス
X(sLeX)糖 鎖分子の発現と発現細胞機能,正 常胃粘膜及び胃癌組織における糖脂質発現変化,
対応抗原の構造,な どにっいての解析を行ない,さ らに癌に選択的に発現 している糖鎖を標的と
しての癌治療を目標にして抗GD3ガ ングリオシドモノクローナル抗体,抗 糖鎖モノクローナル
抗体修飾一ア ドリアマイシン含有 リボソーム,バ イスペシフィック抗体などの抗腫瘍効果を追及
すると共に,細 胞に結合 した抗糖鎖抗体の細胞内への移行にっいて検討 している。
まず,T細 胞の機能支配分子の一っとして重要なsLeXのT細 胞表面への発現にっいて検討 し
た結果,T細 胞のIL-2,PPD,ま たは固相化OKT-3抗 体などの刺激により発現す ることが判明
した。さらにsLeXが γδT細 胞にも発現 しているという新知見を得ている(第2章)。
次に抗sLeX抗 体の認識する糖鎖構造について解析 し,さ らに抗ガングリオシド抗体を用い,
糖脂質の正常胃粘膜 と胃癌細胞における発現の違いを検討 した。その結果,正 常胃粘膜では3種
の糖脂質(NGM4,一2,一3)の 発現が認められたが,胃 癌ではこれ らの発現 はな く正常胃粘膜
には発現 していないGM2が 検出された(第3章,第4章)。
また,種 々の癌細胞における発現が報告されているGD3ガ ングリオ シドモノクローナル抗体
を新たに作成 し,そ の反応性 と癌治療への応用性について検討 した。この抗体は種々のヒト癌細
胞に反応 したが正常組織には殆ど反応 しなかった。そこでこの抗体の抗腫瘍効果を検索 した結果
`ηo``roの みならず あ 伽oで も抗腫瘍活性を示すことが確認された(第5章)。
次にマウス,ラ ットを用い抗GM2及 び抗GD2モ ノクローナル抗体 を新 たに作成 し,種 々の
癌細胞に対する反応性を検討 した。その結果,抗GM2抗 体は神経芽細胞腫,白 血病細胞に選択
的に反応すること,ま た抗GD2抗 体 は神経芽細胞腫とメラノーマに反応することが観察された。
さらにこの抗体をア ドリアマイシンを封入 したリボソーム表面に結合 させ,そ の抗腫瘍作用をし
らべた結果,抗 原特異的に癌細胞に付着 し,癌 細胞を障害することが判明した(第6章)。
細胞表面の糖鎖に結合 したモノクローナル抗体が,ど の程度細胞内に取 り込まれるかにっいて
も基礎的な検討を行ない(第7章),ま た抗糖鎖モノクローナル抗体とT細 胞に表現 されている
CD3抗 原に対するモノクローナル抗体を結合 させた,い わゆるバイスペ シフィック抗体の癌治
療への応用性についての検討 も行なった(第8章)。
以上の研究成果は,細 胞表面糖鎖の性格の解明と糖鎖に対するモノクローナル抗体の癌治療へ
の応用に貢献す るものであり,本 論文は博士論文として評価できる。
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